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^= ( 54 > Title: ELECTRICAL SUBSTRATE FOR USE AS A CARRIER OF BIOMOLECULES 

g (54) Bezeichnung: ELEKTRISCHES SUBSTRAT ZUM EINSATZ ALS TRACER VON BIOMOLEKULEN 



= 26 



24 



22 




^ (57) Abstract: The invention relates to an electrical substrate for use as a carrier of biomolecules in a method for electrochemical 
.~ m an . e ? ectrol y tic solution. Said substrate comprises an insulating carrier plate (12) with a conductive pattern (20; 20A- 

|£) 20C, 28) containing printed conductors (20; 20A-20C) and connection contact surfaces. The printed conductors (20- 20A-20C) are 
O equipped with test sites (24) for the application of biomolecules (26), comprise a metal core (14) consisting of a highly conductive 
OS l aSe . me ^, a " external g^d layer (18) and are provided with a diffusion barrier layer (16), which prevents direct contact between 
^ the electrolytic solution and the metal core (14) during the electrochemical detection method. 

^ (57) Zusammenfassung: Ein elektrisches Substrat zum Einsatz als Triiger von Biomolekulen bei einem Verfahren zur elektio- 

O chemischen Detektion in einer Elektrolytldsung weist eine isolierende Triigerplatte (12) auf, die ein Leiterbild (20; 20A-20C 28) 

S m " 1 Le ' , ! l ; b x ahnen ( 2 °; 20A-20C) und Anschlusskontaktflachen tregt, und auf den Leiterbahnen (20; 20A-20C) angeordneten Test- 

^ stellen (24) zum Aufbringen von Biomolekulen (26), wobei die Leiterbahnen (20; 20A-20C) einen Metallkem (14) aus einem gut 

O leltenden Unedelmetall und eine auBere Goldschicht (18) aufweisen und wobei die Leiterbahnen (20; 20A-20C) mit einer Diffusions- 

^ ^ Pe,T !! ,,! ° 6) versehen sind - die bei dem elektrochemischen Detektionsverfahren einen direkten Kontakt der Elektrolytlosung mit 
^ dem Metallkem (14) veihindert. 
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Elektrisches Substrat zum Einsatz als Trager von Biomolekulen 



Technisches Gebiet 

Die Erfindung betrifft ein elektrisches Substrat zum Einsatz als Trager von 
Biomolekulen bei einem Verfahren zur elektrochemischen Detektion in einer 
ElektrolytlSsung. Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines derartigen 
Substrats in einem elektrochemischen Verfahren zum Nachweis von Biomole- 
kulen. 



Stand der Technik 

Die Detektion von in ElektrolytlSsung enthaltenen Substanzen ist beispielswei- 
se in der DE 199 56 729 C1 beschrieben. Bei dem unter dem Namen "High 
Pressure Liquid Chromatography" (HPLC) bekannten Verfahren wird eine 
Suchsubstanz einer TragerflQssigkeit zugegeben und die entstehende Elektro- 
lytlosung uber eine Trennsaule geleitet Die Trennsaule weist hinsichtlich ver- 
schiedener Suchsubstanzen eine unterschiedlich starke Ruckhaltwirkung auf, 
so dass die verschiedenen Substanzen am Ausgang der SSule zeitlich ver- 
setzt auftreten und einzeln analysiert werden kennen. 

Zur Analyse ist hinter der Trennsaule eine Messzelle mit einer Durchlasskam- 
mer angeordnet, in die eine Arbeitselektrode und eine Gegenelektrode ragen, 
die von der Elektrolytlosung Oberstremt werden. Zum Nachweis einer Such- 
substanz wird zwischen Arbeitselektrode und Gegenelektrode ein Potential 
angelegt, das die Suchsubstanz oxidiert Oder reduziert. Der Elektronenfluss 
wird als Stromfluss an der Arbeitselektrode gemessen und ist ein MaB fur den 
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Gehalt der Suchsubstanz in der Probe. 

Neben derartigen seriellen Verfahren finden zunehmend parallele Detektions- 
verfahren mittels Array-Technologie unter Verwendung so genannter DNA- 
5 oder Protein-Chips Anwendung. Dabei wird etwa zur Genanalyse auf einem 
Chip auf einer Oberflache eine Bibliothek bekannter DNA-Sequenzen, der 
Sonden-Oligonukleotide, in einem geordneten Raster fixiert, so dass die Posi- 
tion jeder individuellen DNA-Sequenz bekannt ist. Existieren in der Untersu- 
chungslosung Fragmente aktiver Gene, der Target-Oligonukleotide, deren Se- 
1 0 quenzen zu bestimmten Sonden-Oligonukleotiden auf dem Chip komplemen- 
tar sind, so kQnnen die Target-Oligonukleotide durch Nachweis der entspre- 
chenden Hybridisierungsereignisse auf dem Chip identifiziert und ausgelesen 
werden. 

15 Die bekannte Verwendung radioaktiver Markierungen bei der DNA-/RNA- 
Sequenzierung weist eine Reihe von Nachteilen auf, wie etwa die aufwendi- 
gen Sicherheitsvorkehrungen beim Umgang mit radioaktiven Materialien. Bei 
den bekannten Verfahren mit fluoreszenz- Oder massenspektrometrischer De- 
tektion sind die Kosten der apparativen Ausstattung sehr hoch. 

20 

Um diesen Nachteilen zu begegnen, ist vorgeschlagen worden, die Assoziati- 
onsereignisse anhand der mit der Assoziation einhergehenden Anderung der 
elektrochemischen Eigenschaften der Sonden-Oligonukleotide nachzuweisen, 
vgl. etwa WO 97/46568, WO 99/51778, WO 00/31101 oder WO 00/42217. 

25 

Darstellung der Erfindung 

Hier setzt die Erfindung an. Der Erfindung, wie sie in den Ansprtichen gekenn- 
30 zeichnet ist, liegt die Aufgabe zugrunde, die Nachweisgenauigkeit eines elekt- 
rochemischen Detektionsverfahrens der eingangs genannten Art zu erhohen. 
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Diese Aufgabe wird erfindungsgemaS durch das elektrische Substrat nach 
Anspruch 1 und die Verwendung nach Anspruch 26 gelost. Weitere vorteilhaf- 
te Details, Aspekte und Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung ergeben 
sich aus den abhangigen Anspruchen, der Beschreibung, den Figuren und 
den Beispielen. 

Das erfindungsgemaSe elektrische Substrat enthalt eine isolierende Trager- 
platte, die ein Leiterbild mit Leiterbahnen und Anschlusskontaktflachen tragt, 
sowie auf den Leiterbahnen angeordneten Teststellen zum Aufbringen von 
Biomolekulen. Dabei weisen die Leiterbahnen einen Metallkern aus einem gut 
leitenden Unedelmetall und eine den Metallkern umgebende Goldschicht auf. 
Die Leiterbahnen sind weiter durchgehend mit einer Diffusionssperrschicht 
versehen, die bei der Durchfiihrung eines elektrochemischen Detektionsver- 
fahrens einen direkten Kontakt der Elektrolytlosung mit dem Metallkern ver- 
hindert. 

Die Erfindung beruht dabei auf der Erkenntnis der gegenwartigen Erfinder, 
dass der auf elektrischen Substraten vorgesehene Unedelmetallkern, typi- 
scherweise Kupfer, das Messsignal bei der elektrochemischen Detektion stark 
beeinflussen kann. So fOhrt beispielsweise die Kupferoxidation zu einem 
Signalpeak bei einem Potential von 250 mV relativ zu einer Ag/AgCI Refe- 
renzelektrode. In diesem Potentialbereich werden auch viele der als bevorzugt 
angegebenen elektrochemischen Nachweisverfahren durchgefuhrt. Insbeson- 
dere wenn sehr kleine Mengen einer Testsubstanz nachgewiesen werden sol- 
len, kann schon eine vergleichsweise kleine Anzahl an Kupferatomen zu einer 
Verfalschung oder unerwiinschten Beeinflussung des Messsignals fuhren. 

Versuche der Erfinder haben nun ergeben, dass einfachere MaSnahmen nicht 
ausreichen, urn den Stareinfluss des Unedelmetallkerns auf das erforderliche 
geringe MaB zu reduzieren. Beispielsweise hat es sich als ungenugend her- 
ausgestellt, zunachst auf eine auf der Tragerplatte aufgebrachte Kupferfolie 
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groSflachig eine Nickel-Sperrschicht und eine Goldschicht aufzubringen und 
diese Schichtstruktur in ein Leiterbild zu strukturieren, da dabei keine durch- 
gehende Diffusionssperrschicht entsteht. Kupferatome treten bei dieser Vor- 
gehensweise uber die nicht genQgend geschiitzten Seitenflachen der Leiter- 
bahnen in Kontakt mit der Elektrolytlosung. 

Die elektrochemische Detektion bietet auBerdem eine Reihe weiterer Vorteile, 
die erst zum Tragen kommen, wenn der stOrende, elektrochemische Einfluss 
des Unedelmetalls durch die Diffusionssperrschicht reduziert oder vollstandig 
eliminiert wird. Dazu zahlt etwa die wesentlich hohere Sensitivitat des elektro- 
chemischen Ausleseverfahrens gegeniiber den herkommlichen Verfahren 
durch die direkte Anbindung der Fangermolekule an die nachfolgende Elekt- 
ronik. Dadurch kann auch die erforderliche Auswertezeit stark reduziert wer- 
den. Auch die vergleichsweise einfache Preparation fuhrt zu einer Verkurzung 
des insgesamt fur eine Messung benotigten Zeitbedarfs. Die zu untersuchen- 
de Substanz muss, anderes als bei herkommlichen Verfahren, nicht durch ei- 
nen speziellen Marker modifiziert werden, oder durch fehlerbehaftete Amplifi- 
kationen (multiplikative Verfahren) auf eine detektierbare Stoffmenge gebracht 
werden. 

Nach einer bevorzugten Ausgestaltung umfasst der Metallkern des erfin- 
dungsgemaBen Substrats Kupfer, Wolfram und/oder Aluminium. Insbesondere 
kann der Metallkern mit Vorteil aus Kupfer gebildet sein. 

In einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung umfasst die Diffusionssperr- 
schicht eine zwischen dem Metallkern und der auBeren Goldschicht angeord- 
nete Zwischenschicht aus Nickel, Titan und/oder Platin. Eine derartige Zwi- 
schenschicht verhindert wirkungsvoll die Diffusion von Atomen aus dem Un- 
edelmetallkern in die Elektrolytlosung und ermoglicht damit hochstempfindli- 
che elektrochemische Nachweisverfahren. 
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Die Zwischenschicht weist zweckmaBig eine Dicke von etwa 2 pm bis etwa 10 
Mm, bevorzugt von etwa 3 pm bis etwa 8 pm, besonders bevorzugt von etwa 4 
pm bis etwa 6 pm auf. 

5 Nach einer we'rteren vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst die 
Diffusionssperrschicht eine auf die Goldschicht aufgebrachte Lackschicht. 

Es kann ebenfalls vorgesehen sein, dass die Diffusionssperrschicht eine auf 
dem Metallkern angeordnete Goldschicht umfasst, deren Poren durch An- 
1 0 schmelzen eines Oberflachenbereichs der Goldschicht im Wesentlichen ver- 
schlossen sind, so dass die Migration von Atomen aus dem Metallkern prak- 
tisch unterbunden ist. 

Es versteht sich, dass die Diffusionssperrschicht auch durch eine Kombination 
15 mehrerer der geschilderten MaBnahmen gebildet werden kann. Beispielsweise 
kann die Diffusionssperrschicht nur in Teilbereichen durch eine auf die Gold- 
schicht aufgebrachte Lackschicht gebildet sein. In Bereichen ohne aufge- 
brachte Lackschicht, wie etwa den Teststellen, kann die Goldschicht durch 
Laserbeschuss angeschmolzen werden, so dass die Goldschicht in diesen 
20 Bereichen selbst eine Diffusionssperrschicht bildet. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich herausgestellt, wenn die Goldschicht in 
den genannten Ausgestaltungen eine Dicke von etwa 0,15 pm bis etwa 10 pm 
aufweist, bevorzugt von etwa 1 pm bis etwa 5 pm, besonders bevorzugt von 
25 etwa 2 pm bis etwa 3 pm. 

In einer anderen Ausgestaltung der Erfindung ist die Diffusionssperrschicht 
durch eine" auf dem Metallkern angeordnete Goldschicht gebildet, deren Dicke 
so groS gewahlt ist, dass sie einen direkten Kontakt der Elektrolytlosung mit 
30 dem Metallkern verhindert. 
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Die isolierende Tragerplatte ist zweckma&ig eine einseitige starre Tragerplatte, 
eine doppelseitige starre Tragerplatte oder eine starre Mehrlagentragerplatte. 
Alternativ kann die isolierende Tragerplatte eine einseitige oder doppelseitige 
flexible Tragerplatte, insbesondere aus einer Polyimidfolie, oder eine starrfle- 
5 xible Tragerplatte sein. Sie besteht mit Vorteil aus einem Basismaterial, das 
ausgewahlt ist aus der Gruppe BT (Bismaleinimid-Triazinharz mit Quarzglas), 
CE (Cyanatester mit Quarzglas), CEM1 (Hartpapierkern mit FR4-AuBenlagen), 
CEM3 (Glasvlieskern mit FR4-AuBenlagen), FR2 (Phenolharzpapier), FR3 
(Hartpapier), FR4 (Epoxid-Glashartgewebe), FR5 (Epoxid-Glashartgewebe mit 
10 vernetztem Harzsystem), PD (Polyimidharz mit Aramidverstarkung), PTFE 
(Polytetrafluorathylen mit Glas oder Keramik), CHn (Hochvernetzte Kohlen- 
wasserstoffe mit Keramik) und Glas. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist die isolie- 
15 rende Tragerplatte durch eine Halbleiterplatte oder eine mit einer Tragerplat- 
ten-lsolationsschicht versehene Halbleiterplatte gebildet. Beispielsweise kann 
die isolierende Tragerplatte des elektrischen Substrats mit Vorteil durch eine 
mit einer SiNx-lsolationsschicht versehene Siliziumplatte gebildet sein. 

20 Die Leiterbahnen des elektrischen Substrats weisen in einer bevorzugten 

Ausgestaltung der Erfindung eine Breite von 50 urn bis 250 urn, insbesondere 
von 80 urn bis 200 um auf. 

Sind die Leiterbahnen auf einem Halbleitersubstrat, wie etwa der erwahnten 
25 SiNx-beschichteten Si-Platte gebildet, kSnnen sie entsprechend den herkomm- 
lichen Prozessen der Halbleitertechnologie auch erheblich schmaler ausgebil- 
det sein und eine Breite von wenigen um oder auch unterhalb eines Mikrome- 
ters aufweisen. Werderi die Leiterbahnen sehr schmal ausgebildef, so weisen 
sie mit Vorteil im Bereich der Teststellen Verbreiterungen auf, um eine ausrei- 
30 chend groBe Fl§che fur die Aufnahme von BiomolekOlen zur VerfOgung zu 
stellen. 
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Weiterhin kann erfindungsgemaU mit Vorteil vorgesehen sein, dass auf die 
auBere Goldschicht in Teilbereichen eine Isolationsschicht aufgebracht ist. 
Insbesondere kann die Isolationsschicht mit Vorteil durch einen thermisch 
und/oder optisch hartbaren, strukturierbaren Lack gebildet sein. In einer 
5 zweckmaBigen Ausfuhrungsform ist die Isolationsschicht durch eine Parylen- 
Schicht gebildet. 

Nach der Erfindung weist die Isolationsschicht bevorzugt eine Dicke von etwa 
1 um bis etwa 30 urn, besonders bevorzugt von etwa 5 urn bis etwa 20 urn 
1 0 auf. Die Isolationsschicht weist zweckmaBig auf einem Teil der Leiterbahnen 
bis zur darunter liegenden Goldschicht reichende Aussparungen auf, die Test- 
stellen zum Aufbringen der BiomolekOle bilden. 

Gemali einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung enthalt das Leiterbild 
15 eine oder mehrere Durchkontaktierungen, die einen an ihrer umlaufenden 
Randflache angeordneten Metallkern aus einem gut leitenden Unedelmetall 
und eine den Metallkern umgebende Goldschicht aufweisen. Die Durchkontak- 
tierungen sind durchgehend mit einer Diffusionssperrschicht versehen, die bei 
dem elektrochemischen Detektionsverfahren einen direkten Kontakt der Elekt- 
20 rolytlosung mit dem Metallkern verhindert. 

In dieser Ausfuhrungsform ist der Metallkern der Durchkontaktierungen bevor- 
zugt aus Wolfram oder Aluminium gebildet. Die Diffusionssperrschicht ist 
zweckmaRig durch eine zwischen dem Metallkern der Durchkontaktierungen 
25 und der auSeren Goldschicht angeordnete Zwischenschicht aus Nickel, Titan 
und/oder Platin gebildet. 

Die Dicke der Zwischenschicht der Durchkontaktierungen betragt vorteilhaft 
etwa 0,01 urn bis etwa 1 um, bevorzugt etwa 0,05 Mm bis etwa 0,5 um, be- 
30 sonders bevorzugt etwa 0,1 um bis etwa 0,2 um. Die Goldschicht der Durch- 
kontaktierungen weist mit Vorteil eine Dicke von etwa 0,05 um bis etwa 0,75 
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|jm, bevorzugtvon etwa 0,15 urn bis etwa 0,5 |jm, besonders bevorzugt von 
etwa 0,3 urn auf. 

Die Erfindung umfasst auch die Verwendung eines elektrischen Substrats der 
5 beschriebenen Art in einem elektrochemischen Nachweisverfahren ausge- 
wahlt aus der Gruppe Chronoamperometrie (CA), Chronocoulometrie (CC), 
Linear Sweep Voltammetrie (LSV), zyklische Voltammetrie (CSV), AC Vol- 
tammetrie, Voltammetrietechniken mit verschiedenen Pulsformen, insbeson- 
dere Square Wave Voltammetrie (SWV), Differential Pulse Voltammetrie 
10 (DPV), Oder Normal Pulse Voltammetrie (NPV), AC Oder DC Impedanzspekt- 
roskopie, Chronopotentiometrie und zyklische Chronopotentiometrie. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen, Merkmale und Details der Erfindung 
ergeben sich aus den abhangigen Anspruchen, der Beschreibung des AusfOh- 
15 rungsbeispiels und den Zeichnungen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung 

20 Nachfolgend soil die Erfindung anhand von Ausfuhrungsbeispielen im Zu- 

sammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Dabei sind nur die 
fur das Verstandnis der Erfindung wesentlichen Elemente dargestellt. Es zeigt 

Figur 1 einen Ausschnitt aus einem elektrischen Substrat nach einem 
25 Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung in schematischer Darstellung; 

Figur 2 einen Schnitt durch das elektrische Substrat von Fig. 1 entlang der 
Linie A-A; und 



30 Figur 3 einen Schnitt wie in Fig. 2 durch ein elektrisches Substrat nach 
einem anderen AusfUhrungsbeispiel der Erfindung. 
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Wege zur Ausfiihrung der Erfindung 

5 Mit Bezug auf die schematischen Darstellungen der Figuren 1 und 2 bezeich- 
net 10 ein elektrisches Substrat, das als Trager von BiomolekUlen bei einem 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion in einer Elektrolytlosung zum Ein- 
satz kommt, wie es beispielsweise in der Druckschrift WO 00/42217 beschrie- 
ben ist. 

10 

Das elektrische Substrat 10 umfasst eine isolierende Tragerplatte 12 aus dem 
Epoxid-Glashartgewebe FR4, auf der ein Leiterbild mit einer Mehrzahl, im 
AusfOhrungsbeispiel funfzig, paralleler Leiterbahnen angeordnet ist. Von der 
Mehrzahl der Leiterbahnen sind in dem Ausschnitt der Fig. 1 lediglich ein Teil 

15 der Gegenelektrode 28 und drei von achtundvierzig parallelen Arbeitselektro- 
den dargestellt, die mit 20A bis 20C bezeichnet sind. Die achtundvierzig paral- 
lelen Arbeitselektroden weisen, wie beispielhaft fur die Arbeitselektroden 20A 
bis 20C gezeigt, jeweils eine im Wesentlichen rechteckige Teststelle 24 auf, 
auf der fur die Durchfuhrung eines elektrochemischen Nachweisverfahrens 

20 Biomolekule 26 aufgebracht sind. 

Figur 2 zeigt einen Schnitt entlang der Linie A-A von Fig. 1 durch die Leiter- 
bahnen 20A bis 20C. Jede der Leiterbahnen 20 besteht aus einem Kupferkern 
14, der durchgehend von einer Nickel-Sperrschicht 16 und einer Goldschicht 
25 18 uberzogen ist. Im AusfOhrungsbeispiel hat der Kupferkern 14 eine Dicke 
von etwa 28 urn. Er stellt einen preiswerten und gut leitfahigen Grundbestand- 
teil der Leiterbahnen 20 dar. 

Urn hochgenaue Messungen bei der elektrochemischen Detektion im wassri- 
30 gen Medium zu ermoglichen, sind die Kupferkerne 14 durchgehend mit der 
etwa 2 |jm dicken Goldschicht 18 uberzogen. Zwischen dem Kupferkern 14 
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und der Goldschicht 18 ist als Diffusionssperre jeweils eine etwa 6 |jm dicke, 
durchgehende Nickelschicht 16 angeordnet. 

Das gesamte Leiterbild ist mit einer 15 pm bis 20 |jm dicken Isolationsschicht 
22, im Ausfuhrungsbeispiel aus einem strukturierbaren, optisch aushartbaren 
Lack Uberzogen. In diese Isolationsschicht 22 sind rechteckige Ausnehmun- 
gen 24 eingebracht, beispielsweise durch Laser-Beschuss der Isolations- 
schicht 22 mit hochenergetischen Pulsen eines Excimer-Lasers. Die Ausneh- 
mungen 24 bilden die Teststellen zur Aufnahme der Biomolekule 26. 

Die Leiterbahnen 20 des AusfCihrungsbeispiels der Figuren 1 und 2 sind etwa 
100 pm breit und mit einem Abstand von etwa 200 pm (Mitte-Mitte) auf der 
Tragerplatte 12 angeordnet. Die quadratischen Teststellen 24 weisen eine 
Ausdehnung von etwa 60 pm x 60 pm auf. Die Arbeitselektroden 20A-20C, die 
Gegenelektrode 28 und eine gegebenenfalls ebenfalls vorgesehene Refe- 
renzelektrode sind zur Kontaktierung jeweils mit nicht dargestellten An- 
schlusskontaktflachen des elektrischen Substrats 10 verbunden. 

Zur Durchfuhrung einer elektrochemischen Detektion werden beispielsweise 
bei der Chronocoulometrie Ladungs-Zeitkurven aufgezeichnet, wie in der 
Druckschrift WO 00/42217 im Detail beschrieben. Die Teststellen 24 der acht- 
undvierzig Arbeitselektroden 20A, 20B, 20C, sind dazu selektiv mit Son- 
den-Biomolekulen, beispielsweise 20-Nukleotid-Ligat-Oligonukleotiden belegt. 
Die Teststellen 24 werden dann mit einer Signal-Olignukleotidlosung, bei- 
spielsweise einem 12-Nukleotid- Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden in 
Kontakt gebracht und nach einer vorbestimmten Inkubationsdauer gemessen. 
Die Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden tragen dabei ein oder mehrere Re- 
doxlabel und sind zu einem oberflachennahen Bereich des Ligat- 
Oligonukleotids komplementar, so dass eine Assoziation zwischen Ligat- 
Oligonukleotid und redox-markiertem Signal-Nukleinsaureoligomer- 
Komplexbildner stattfinden kann. 
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Dann werden die Arbeitselektroden einzeln oder in Gruppen mittels eines Po- 
tentiostaten auf ein erstes Potential gesetzt, bei dem wenig bis gar keine E- 
lektrolyse (elektrochemische Anderung des Redoxzustands) der Redoxmarkie- 
rung stattfinden kann. Beispielsweise wird die Arbeitselektrode bei Ferrocen- 
5 modifizierten Ligat-Oligonukleotiden jeweils auf ein Potential von etwa 100 mV 
gegenuber der Referenzelektrode, im Ausfuhrungsbeispiel (Ag/AgCI (KCI)), 
gesetzt. 

Anschlieliend wird oder werden die Arbeitselektrode(n) durch einen Potential- 
1 0 sprung auf ein zweites hoheres Potential gesetzt, bei dem die Elektrolyse der 
Redoxmarkierung im diffusionslimitierten Grenzfall stattfindet. Bei Ferrocen- 
modifizierten ss-Nukleinsaureoligomer-Komplexbildner wird die Arbeitselektro- 
de dabei auf etwa 500 mV gegen Ag/AgCI (KCI) gesetzt. Die transferierten 
Ladungen werden als Messsignal in Abhangigkeit von der Zeit aufgezeichnet. 

15 

Dieses Messsignal der Chronocoulometrie, die transferierte Ladung Q in Ab- 
hangigkeit von der Zeit t, setzt sich aus drei Komponenten zusammen: einem 
diffusiven Anteil, der durch die gelosten redoxaktiven Komponenten in der Vo- 
lumenphase hervorgerufen wird und eine t 1/2 -Abhangigkeit aufweist, einem 
20 ersten instantanen Anteil, der aus der Ladungsumverteilung in der Doppel- 
schicht an der Elektrodenoberflache resultiert und einem zweiten instantanen 
Anteil, der durch die Umsetzung redoxaktiver Komponenten bedingt ist, die an 
der Elektrodenoberflache immobilisiert sind. 

25 Nach der ersten Messung wird die Probenlosung zugegeben, die das Ligand- 
Nukleinsaureoligomer (Target) enthalten soil bzw. kann, welches eine Nukleo- 
tid-Sequenz aufweist, die in einem Bereich zu dem 20-Nukleotid der Ligat- 
Oligonukleotide komplemehtar ist Nach Hybridisierung des Targets an die 
Ligat-Oligonukleotide und somit nach partieller Verdrangung der Signal- 

30 Nukleinsaureoligomer-Liganden wird eine zweite elektrochemische Messung 
durchgefuhrt. Die Anderung des instantanen Ladungssignals ist proportional 
zur Anzahl der verdrangten Signal-Oligonukleotid-Liganden und ist somit pro- 
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portional zur Anzahl der in der Untersuchungslosung vorhandenen Target- 
Oligonukleotide. 

Ein Schnitt durch ein elektrisches Substrat 1 0 nach einem anderen Ausfiih- 
5 rungsbeispiel der Erfindung ist in der Fig. 3 dargestellt. Wie bei dem Ausfuh- 
rungsbeispiel der Fig. 2 enthalt jede der Leiterbahnen 20 einen Kupferkern 14. 
Im Gegensatz zu der oben beschriebenen Ausfuhrungsform wurde der Kup- 
ferkern 14 jedoch direkt mit einer etwa 7 urn dicken Goldschicht 18 beschich- 
tet und das Leiterbild ist mit einer 15 urn dicken Parylen-Lackschicht 22 uber- 
10 zogen. 

Urn Teststellen 24 zu definieren, ist in die Lackschicht 22 durch Excimer- 
Laserbeschuss fOr jede Leiterbahn 20 eine Ausnehmung eingebracht. Laser- 
energie und Anzahl der Laserpulse sind dabei so gewahlt, dass nach der Ent- 

1 5 fernung der Lackschicht 22 die unter der Lackschicht liegende Goldschicht 1 8 
in einer Oberflachen region 26 anschmilzt. Dadurch werden die Oberflachen- 
poren der Goldschicht 18 im Bereich der Teststellen 24 verschlossen, so dass 
die Goldschicht 18 dort eine fur diffundierende Kupferatome undurchlassige 
Sperrschicht bildet. In den anderen Bereichen verhindert die Lackschicht 22 

20 einen Kontakt der Kupferatome mit der Elektrolytlosung. 

Bei einem weiteren AusfOhrungsbeispiel der Erfindung enthalt jede Leiterbahn 
20 einen etwa 2 urn dicken Metallkern aus Wolfram. Der Wolframkern ist da- 
bei durchgehend mit einer Diffusionssperrschicht uberzogen, die aus jeweils 2 

25 urn dicken Schichten aus Titan und Platin gebildet ist. Auf diese Diffusions- 
sperrschicht ist durchgehend eine etwa 2 urn dicke Goldschicht aufgebracht, 
auf der in der oben beschriebenen Weise eine Reihe von Teststellen zur Auf- 
nahme von BiomolekOlen defiriiert isf. Auch eih'derart gestaltetes elektrisches 
Substrat erlaubt die DurchfOhrung hochempfindlicher elektrochemischer 

30 Nachweisverfahren. 
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Gemaft noch einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung enthalt eine 
mit SiN x beschichtete Silizium-Tragerplatte eine Mehrzahl von kreisfSrmigen 
Durchkontaktierungen, bei denen ein am Rand der Durchkontaktierungen urn- 
laufender Wolfram-Kern mit einer etwa 0,1 urn dicken Titan- und einer etwa 
5 0,1 urn dicken Platinschicht uberzogen ist. Auf diese so gebildete Sperrschicht 
ist eine 0,3 pm dicke Goldschicht aufgebracht. Dadurch wird ein fur hochemp- 
findliche elektrochemische Nachweisverfahren geeignetes elektrisches Halb- 
leitersubstrat geschaffen. 

10 Wahrend die Erfindung insbesondere mit Bezug auf bevorzugte Ausfuhrungs- 
beispiele gezeigt und beschrieben worden ist, versteht sich fur den Fachmann, 
dass Anderungen in Gestalt und Einzelheiten gemacht werden kSnnen, ohne 
von dem Gedanken und Umfang der Erfindung abzuweichen. Beispielsweise 
kann anstelle des Wolfram-Kerns der Durchkontaktierungen auch ein Alumini- 

1 5 urn-Kern verwendet werden. Auch kann die Tragerplatten-lsolationsschicht 
anstelle von Siliziumnitrid auch aus Siliziumoxid oder Oxynitridmischungen 
gebildet sein. Dementsprechend soli die Offenbarung der vorliegenden Erfin- 
dung nicht einschrankend sein. Statt dessen soil die Offenbarung der vorlie- 
genden Erfindung den Umfang der Erfindung veranschaulichen, der in den 

20 nachfolgenden Anspruchen dargelegt ist. 
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Patentanspruche 



1 . Elektrisches Substrat zum Einsatz als Trager von Biomolekulen bei einem 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion in einer Elektrolytlosung, mit 
einer isolierenden Tragerplatte (12), die ein Leiterbild (20; 20A-20C, 28) mit 
Leiterbahnen (20; 20A-20C) und Anschlusskontaktflachen tragt, und mit 
auf den Leiterbahnen (20; 20A-20C) angeordneten Teststellen (24) zum 
Aufbringen von Biomolekulen (26), 

wobei die Leiterbahnen (20; 20A-20C) einen Metallkern (14) aus einem gut 
leitenden Unedelmetall und eine den Metallkern umgebende Goldschicht 
(18) aufweisen, und wobei die Leiterbahnen (20; 20A-20C) durchgehend 
mit einer Diffusionssperrschicht (16) versehen sind, die bei dem elektro- 
chemischen Detektionsverfahren einen direkten Kontakt der Elektrolytki- 
sung mit dem Metallkern (14) verhindert. 

2. Elektrisches Substrat nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der Metallkern (14) Kupfer, Wolfram und/oder Aluminium umfasst. 

3. Elektrisches Substrat nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der Metallkern (14) aus Kupfer gebildet ist. 

4. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Diffusionssperrschicht eine zwischeii dem Metallkern (14) und der aii- " 
Beren Goldschicht (18) angeordnete Zwischenschicht (16) aus Nickel, Titan 
und/oder Platin umfasst. 
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5. Elektrisches Substrat nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Zwischenschicht (16) eine Dicke von etwa 2 pm bis etwa 10 pm, bevor- 
zugt von etwa 3 pm bis etwa 8 pm, besonders bevorzugt von etwa 4 pm bis 
5 etwa 6 pm aufweist. 

6. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Diffusionssperrschicht eine auf die Goldschicht (18) aufgebrachte Lack- 
1 0 schicht umfasst. 

7. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Diffusionssperrschicht eine auf dem Metallkern angeordnete Gold- 
1 5 schicht (1 8) umfasst, deren Poren durch Anschmelzen eines Oberflachen- 
bereichs (26) der Goldschicht (18) im Wesentlichen verschlossen sind. 

8. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

20 die Goldschicht (18) eine Dicke von etwa 0,15 pm bis etwa 10 pm, bevor- 
zugt von etwa 1 pm bis etwa 5 pm, besonders bevorzugt von etwa 2 pm bis 
etwa 3 pm aufweist. 

9. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Diffusionssperrschicht durch eine auf dem Metallkern angeordnete 
Goldschicht gebildet wird, deren Dicke so groB gewahlt ist, dass sie einen 
direkten Kontakt der Elektrolytlosung mit dem Metallkern (14) verhindert. 



30 
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10. EIektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die isolierende Tragerplatte (12) eine einseitige starre Tragerplatte, eine 
doppelseitige starre Tragerplatte oder eine starre Mehrlagentragerplatte ist. 

5 

1 1 . Elektrisches Substrat nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die isolierende Tragerplatte (12) eine einseitige oder doppelseitige flexible 
Tragerplatte, insbesondere aus einer Polyimidfolie, oder eine starrflexible 
10 Tragerplatte ist. 

12. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die isolierende Tragerplatte (12) aus einem Basismaterial besteht, das 
1 5 ausgewahlt ist aus der Gruppe Bismaleinimid-Triazinharz mit Quarzglas 

(BT), Cyanatester mit Quarzglas (CE), Hartpapierkern mit FR4-AuBenlagen 
(CEM1), Glasvlieskern mit FR4-Aufcenlagen (CEM3), Phenolharzpapier 
(FR2), Hartpapier (FR3), Epoxid-Glashartgewebe (FR4), Epoxid- 
Glashartgewebe mit vernetztem Harzsystem (FR5), Polyimidharz mit Ara- 
20 midverstarkung (PD), Polytetrafluorathylen mit Glas oder Keramik (PTFE), 
Hochvernetzte Kohlenwasserstoffe mit Keramik (CHn) und Glas. 

13. Elektrisches Substrat nach einem der Anspruche 1 bis 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

>5 die isolierende Tragerplatte (12) durch eine Halbleiterplatte oder eine mit 

einer Tragerplatten-lsolationsschicht versehene Halbleiterplatte gebildet ist. 

14: Elektrisches Substrat nach Ahspriich 1 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
10 die isolierende Tragerplatte (1 2) durch eine mit einer SiN x - 
Isolationsschicht versehene Siliziumplatte gebildet ist. 
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15. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Leiterbahnen (20) eine Breite von 50 pm bis 250 pm, insbesondere von 
80 pm bis 200 pm aufweisen. 

16. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

auf die Goldschicht (18) in Teilbereichen eine Isolationsschicht (22) aufge- 
bracht ist. 

17. Elektrisches Substrat nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Isolationsschicht (22) durch einen thermisch und/oder optisch hartba- 
ren, strukturierbaren Lack gebildet ist. 

18. Elektrisches Substrat nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Isolationsschicht (22) durch eine Parylen-Schicht gebildet ist. 

19. Elektrisches Substrat nach einem der Anspruche 16 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Isolationsschicht (22) eine Dicke von etwa 1 pm bis etwa 30 pm, bevor- 
zugt von etwa 5 pm bis etwa 20 pm aufweist. 

20. Elektrisches Substrat nach einem der Anspruche 16 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Isolationsschicht (22) auf einem Teil der Leiterbahnen (20) bis zur dar- 
unter liegenderi Goldschicht (1 8) reichende Aussparungen (24) aufweist, 
die Teststellen zum Aufbringen der Biomolekule (26) bilden. 
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21. Elektrisches Substrat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Leiterbild eine Oder mehrere Durchkontaktierungen enthalt, die einen 
an ihrer umlaufenden Randflache angeordneten Metallkern aus einem gut 
leitenden Unedelmetall und eine den Metallkern umgebende Goldschicht 
aufweisen, und wobei die Durchkontaktierungen durchgehend mit einer Dif- 
fusionssperrschicht versehen sind, die bei dem elektrochemischen Detekti- 
onsverfahren einen direkten Kontakt der Elektrolytlosung mit dem Metall- 
kern verhindert. 

22. Elektrisches Substrat nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der Metallkern der Durchkontaktierungen aus Wolfram oder Aluminium ge- 
bildet ist. 

23. Elektrisches Substrat nach einem der Anspriiche 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Diffusionssperrschicht durch eine zwischen dem Metallkern der Durch- 
kontaktierungen und der aufceren Goldschicht angeordnete Zwischen- 
schicht aus Nickel, Titan und/oder Platin gebildet ist. 

24. Elektrisches Substrat nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Zwischenschicht der Durchkontaktierungen eine Dicke von etwa 0,01 
urn bis etwa 1 urn, bevorzugt von etwa 0,05 urn bis etwa 0,5 urn, beson- 
ders bevorzugt von etwa 0,1 urn bis etwa 0,2 urn aufweist. 

25. Elektrisches Substrat "nach einem "der Anspruche 2 1 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Goldschicht der Durchkontaktierungen eine Dicke von etwa 0,05 urn bis 
etwa 0,75 urn, bevorzugt von etwa 0,15 urn bis etwa 0,5 urn, besonders 
bevorzugt von etwa 0,3 urn aufweist. 
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26.Verwendung eines elektrischen Substrats nach einem der vorhergehenden 
AnsprCiche in einem elektrochemischen Nachweisverfahren ausgewahlt 
aus der Gruppe Chronoamperometrie (CA), Chronocoulometrie (CC), Line- 
5 ar Sweep Voltammetrie (LSV), zyklische Voltammetrie (CSV), AC Voltam- 
metrie, Voltammetrietechniken mit verschiedenen Pulsformen, insbesonde- 
re Square Wave Voltammetrie (SWV), Differential Pulse Voltammetrie 
(DPV), Oder Normal Pulse Voltammetrie (NPV), AC oder DC Impedanz- 
spektroskopie, Chronopotentiometrie und zyklische Chronopotentiometrie. 

10 



